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La aquaporina-8 (AQP8) es un canal transmembrana multifuncional que facilita el 
pasaje del peróxido de hidrógeno y amoníaco, además de agua. AQP8, como una 
proteína de 28 kDa no glicosilada, se expresa en la membrana interna mitocondrial 
de los hepatocitos y algunas otras células. La AQP8 mitocondrial (mtAQP8) del 
hepatocito puede funcionar como una peroxiporina facilitando la liberación 
mitocondrial de peróxido de hidrógeno (H2O2). 
En hepatocitos, el colesterol puede activar o reprimir genes implicados en su vía 
biosintética a través de la unión a elementos regulados por esteroles (SRE) de 
factores nucleares SREBPs. Los SREBPs interactúan con las regiones promotoras 
SRE de genes que codifican las enzimas colesterogénicas, por ejemplo, la enzima 
clave 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGCR). AQP8 ha sido 
identificado, por análisis de microarrays, como un gen putativo de respuesta a 
colesterol siendo posiblemente blanco de los factores nucleares SREBP en hígado de 
ratón. Además, el análisis del promotor del gen de AQP8 indica que también posee 
elementos de respuesta a los factores nucleares SREBP. 
Por otra parte, se ha reportado que el H2O2 estimula la síntesis de colesterol mediada 
por SREBPs en las células hepáticas, así nuestra hipótesis es que mtAQP8, a través 
de su rol facilitador de la liberación del H2O2 mitocondrial (mtH2O2), juega un papel 
en la regulación de la biosíntesis de colesterol del hepatocito mediada por SREBP. 
Inicialmente estudiamos el efecto de alteraciones en el contenido de colesterol sobre 
la expresión de mtAQP8 en células humanas derivadas de hepatocitos. Células Huh-
7 fueron cargadas con colesterol utilizando el complejo metil-β-ciclodextrina 
(mβCD):colesterol, y depletadas de colesterol con mβCD en ausencia de 




del SREBP-2, y como consecuencia de ello, se redujo significativamente la 
expresión, a nivel ARNm y proteína, de la enzima HMGCR. En estas condiciones, la 
expresión de mtAQP8, tanto del ARNm como de la proteína, disminuyó 
significativamente. La disminución a nivel proteico en la expresión de mtAQP8 fue 
también observada mediante microscopía confocal. Por el contrario, una reducción 
en el colesterol celular activó la proteólisis del SREBP-2, y aumentó la expresión 
(ARNm y proteína) de la HMGCR. La expresión de mtAQP8 incrementó 
significativamente a nivel ARNm y proteína lo cual también fue observado mediante 
microscopía confocal. 
En conclusión, nuestros datos sugieren que el colesterol regula transcripcionalmente 
la expresión hepática de la mtAQP8 a través de SREBPs.  
En otra etapa de este trabajo estudiamos si un aumento o disminución en la 
expresión de mtAQP8 podría modular la colesterogénesis en el hepatocito. 
Primeramente establecimos un knockdown de AQP8 en hepatocitos de rata en 
cultivo y en células Huh-7. Las células hepáticas con knockdown de mtAQP8 
mostraron una disminución significativa de la biosíntesis de novo del colesterol. En 
concordancia, la expresión tanto de SREBP-2 como de su gen diana HMGCR, se 
vieron disminuidos de manera significativa. 
Cuando la expresión de mtAQP8 fue aumentada luego de exponer los cultivos de 
hepatocitos de rata a un adenovector codificante para la AQP8 humana (hAQP8), la 
biosíntesis de colesterol aumentó de manera significativa. En estas condiciones, 
SREBP-2 y HMGCR también aumentaron su expresión. 
Además, realizamos ensayos in vitro para cuantificar la liberación de mtH2O2 la cual 




hepatocitos con sobre-expresión de mtAQP8 y disminuida en mitocondrias 
provenientes de hepatocitos con knockdown de mtAQP8. 
En base a esto, decidimos tratar los hepatocitos con Mitotempo, un antioxidante 
específico de mitocondria. Bajo estas condiciones se previno el aumento en la 
liberación de mtH2O2 así como el aumento en la síntesis de colesterol observado en 
la sobre-expresión de mtAQP8. 
En conclusión, nuestros resultados sugieren que mtAQP8 vía el H2O2 derivado de 







Las aquaporinas (AQPs) conforman una familia de proteínas canal homólogas que se 
encuentran ampliamente distribuidas en mamíferos, plantas y organismos inferiores 
(King y Agre, 1996). Las AQPs funcionan como canales de agua facilitando su 
movimiento transmembrana acoplado a gradientes osmóticos generados por el 
transporte de solutos. Algunas AQPs exhiben, adicionalmente, permeabilidad a ciertos 
solutos pequeños tales como glicerol (Tsukaguchi y col., 1999), urea (Gerbeau y col., 
1999), amoníaco (Jahn y col., 2004; Loque y col., 2005; Saparov y col., 2007) y 
peróxido de hidrógeno (H2O2) (Bienert y col., 2007). 
Las AQPs de mamíferos se expresan en las membranas plasmáticas e intracelulares de 
diversas células y órganos (Fig. 1.1) (Preston y col., 1992; Carbrey y Agre, 2009) y han 
sido involucradas en numerosos procesos biológicos, así como en la patogénesis 
molecular de algunas enfermedades cumpliendo en ciertos casos un rol importante en su 
tratamiento o prognosis (Calamita, Delporte, y Marinelli, 2016; Dajani, Saripalli, y 
Sharma-Walia, 2018; Soyfoo y col., 2018; Szpilbarg y col., 2018). 
La primer AQP fue identificada en el año 1992 por el Dr. Peter Agre (Preston y col., 
1992), quien fue galardonado con el Premio Nobel en Química 2003. Este 
descubrimiento disparó un gran número de trabajos de investigación que fueron 
aumentando progresivamente el conocimiento de las bases moleculares del transporte de 





Figura 1.1. Expresión de aquaporinas (AQPs) en humanos. Se muestra la amplia 
distribución de las principales AQPs involucradas en el transporte de agua y pequeños solutos 
en el cuerpo humano: a) retina: AQP4; b) epitelio olfatorio: AQP4; c) oído interno: AQP1 y 4; 
d) cerebro: AQP4 en astrocitos, AQP1 en plexo coroideo; e) médula espinal: AQP1, 4 y 8; 
células del disco intervertebral: AQP1 y 3; osteoclastos: AQP9; f) Venas: AQP1 en células 
endoteliales; g) corazón: AQP4; h) riñón: AQP1, 2, 3, 4, 7 y 8; i) glándulas salivales: AQP5; j) 
tracto gastrointestinal: AQP3, 4, 5 y 9; k) hígado: AQP1, 8, 9 y 11; l) páncreas: AQP1 y 8; m) 
pulmones: AQP3, 4 y 5; n) adipocitos: AQP7; ñ) piel: AQP1, 3, 5 y 10; o) aparato reproductor 
femenino: AQP7, 8 y 9 en ovarios; p) aparato reproductor masculino: AQP3 y 7 en células 
espermáticas; (Day y col., 2014) q) Placenta, AQP1 en células vasculares, AQP3, 4, 8, 9 en 
células epiteliales trofoblásticas y AQP11 en células epiteliales de la membrana amniotica 
(Martínez y Damiano, 2017). 
 
Las AQPs se organizan en seis segmentos de estructura α-hélice que atraviesan la 
membrana, unidos por cinco lazos conectores, con los extremos amino- y carboxi- 
terminales localizados en la cara citoplasmática de la membrana (Fig. 1.2 A). De modo 




vivo forman homotetrámeros en las membranas celulares, donde cada monómero (26–
34 kDa) actúa como un canal de agua independiente (Sui y col., 2001) (fig. 1.2. B). Dos 
de los lazos (uno extracelular y otro intracelular) se pliegan hacia la membrana, 
poniendo en contacto los tripletes asparagina–prolina–alanina (NPA). Así se forma el 
sitio más estrecho del poro, constituyendo uno de los sitios de constricción del canal. Un 
segundo filtro de selectividad, la región de constricción llamada ar/R 
(aromatic/arginine), se encuentra formado por cuatro aminoácidos y funciona como una 
barrera de exclusión por tamaño, siendo necesaria para el transporte eficiente del 
sustrato (Beitz y col., 2006). La estructura resultante encierra una zona central estrecha 
que se ensancha abriéndose hacia ambos lados de la membrana, confiriéndole un 
plegamiento en forma de reloj de arena (Fu y Lu, 2007; Gonen y Walz, 2006) (Fig. 1.2. 
C). 
Hasta el día de la fecha se han identificado al menos 13 isoformas de AQPs en tejidos 
de mamíferos (AQP0-AQP12) y se sospecha la existencia de miembros adicionales de 
esta familia (King y Agre, 1996; King, Kozono y Agre, 2004; Gorelick y col., 2006). 
Entre ellas, las AQPs poseen diferencias en sus secuencias peptídicas, lo que resulta en 
variaciones en el tamaño de su poro. Esto afecta directamente al tipo de moléculas que 






Figura 1.2. Topología, organización y funcionamiento de las aquaporinas (AQPs). A, Cada 
monómero de AQP está conformado por seis dominios transmembrana (I-VI) conectados por 
cinco “loops” conectores (a-e) con dos secuencias conservadas NPA que delimitan el poro de 
agua, y los extremos amino y carboxilo terminal orientados hacia el citoplasma. B, Las AQPs 
están organizadas en tetrámeros. El poro de agua no reside en el centro de la molécula, sino que 
está formado por los “loops” conectores b y e en cada subunidad. Cada una de ellas funciona 
individualmente como un poro, permitiendo el paso de agua de forma bidireccional. C, 
Estructura de la AQP: el modelo de “reloj de arena”. El canal de agua consiste en un vestíbulo 
intra y extracelular contiendo agua libre en solución. En el centro, ambos vestíbulos se unen por 
una constricción central de 20 Å de longitud por donde pasan las moléculas de agua en fila 
india. La constricción ar/R se forma por la arginina en la posición 195 (R195) y la histidina en 
la posición 180 (H180). Debido a su composición proporciona cargas positivas fijas e impide el 
paso de protones. La segunda constricción está delimitada por dos residuos de asparagina 
pertenecientes al motivo altamente conservado NPA. Las moléculas de agua pasan de a una por 
vez a lo largo de la constricción sin sufrir mayor resistencia ya que va formando enlaces 
hidrógeno transitorios con las asparaginas cercanas. 
 
1.1.1. AQPs canales de H2O2: Peroxiporinas 
Algunas AQPs pueden facilitar el transporte difusivo del H2O2 a través de membranas 
biológicas. Estas AQPs son denominadas “peroxiporinas” y comprenden un número 
importante de AQPs vegetales y bacterianas, pero llamativamente sólo cuatro de 




Tabla 1.1. Aquaporinas (AQPs) transportadoras de H2O2 
Mamífero 
AQP8 (Homo Sapiens) 
AQP3 (Homo Sapiens) 
AQP1 (Homo Sapiens) 
AQP9 (Homo Sapiens) 
(Bienert y col., 2007) 
(Miller y col., 2010) 
(Almasalmeh y col., 2014) 
(Watanabe y col., 2016) 
Planta 
AtPIP2:1, AtPIP2:2, AtPIP2:4, 
AtPIP2:5, AtPIP2:7, ZmPIP2:5, 
AtPIP1:1, AtPIP1:2, TgTIP1:1, 
TgTIP1:2, AgTIP2:3, AtNIP:1:2, 
NtXIP1:1α, NtXIP1:1β, StXIP1:1α, 
StXIP1:1β, SlXIP1:1α, SlXIP1:1β 
(Bienert y Chaumont, 2014) 
Bacteria LpGlpFi, LpGlpF3, LpGlpF4 (Bienert y Chaumont, 2014) 
 
1.1.2. AQPs del hepatocito 
Trabajos de diversos laboratorios, incluido el nuestro, han demostrado que en 
hepatocitos de mamífero se expresan: AQP0 (Huebert y col., 2002), AQP8 (Calamita y 
col., 2001; Elkjær y col., 2001; Garcı́ a y col., 2001; Huebert y col., 2002), AQP9 
(Elkjær y col., 2000; Huebert y col., 2002; Nicchia y col., 2001) y AQP11 Gorelick y 
col., 2006) tanto a nivel del ARNm como de la proteína. Recientemente, también se ha 
informado la expresión de AQP7 en hepatocitos (Gregoire y col., 2015). Estas AQPs 
poseen diferentes localizaciones subcelulares y permeabilidades (ver Tabla 1.2). 
En el hepatocito, las AQPs más estudiadas son la AQP9, localizada exclusivamente 





col., 2003) y la AQP8, localizada en la membrana plasmática canalicular (apical), en 
vesículas intracelulares (Calamita y col., 2005 a; Huebert y col., 2002) y en la 
membrana mitocondrial interna (Calamita y col., 2005 b; Ferri y col., 2003). La AQP0 
tiene la particularidad de poseer baja permeabilidad al agua (Mulders y col., 1995) y se 
expresa en hepatocitos de rata, (Huebert y col., 2002) y en la línea celular híbrida 
derivada de hepatoma de rata/fibroblasto humano WIF-B (Gradilone y col., 2005), 
donde se localiza principalmente en compartimientos intracelulares. Sin embargo, la 
AQP0 no se expresa en hepatocitos humanos, de acuerdo a resultados obtenidos en la 
línea celular derivada de hepatocarcinoma humano HepG2 y en muestras de hígado 
humano (Larocca y col., 2009). Esta AQP no responde al estímulo por AMPc, lo que 
sugiere que no exhibe tráfico vesicular regulable (Huebert y col., 2002). Su rol en 
hepatocitos de rata no fue aún dilucidado (Gregoire y col., 2015). 
La AQP9 es un canal proteico de aproximadamente 32 kDa que permite el pasaje de 
agua y una amplia variedad de solutos neutros tales como urea, glicerol, purinas 
pirimidinas y H2O2 (Tsukaguchi y col., 1998; Tsukaguchi y col., 1999; Watanabe y col., 
Tabla 1.2. Localización y permeabilidad de las aquaporinas (AQPs) del 
hepatocito 
Aquaporina Localización Subcelular Permeabilidad 
AQP0 vesículas intracelulares Agua 
AQP9 
membrana plasmática sinusoidal 
(basolateral) 
Agua/glicerol/urea/moléculas 
pequeñas sin carga 
AQP11 retículo endoplasmático? Agua 
AQP7 no determinada Agua/glicerol 
AQP8 
vesículas intracelulares – 
membrana plasmática 





2016). Ha sido identificada en hepatocitos de rata, ratón, cerdo y humano (Caperna y 
col., 2007; Carbrey y col., 2003; Elkjær y col., 2000; Padma y col., 2009; Talbot y col., 
2003) y se cree que permite la rápida entrada o liberación de metabolitos con mínima 
perturbación osmótica. Estudios de inmunolocalización realizados en roedores han 
revelado que la AQP9 se restringe exclusivamente al dominio de membrana sinusoidal 
del hepatocito (Elkjær y col., 2000), con un patrón de expresión mayoritario alrededor 
de la zona perivenosa (Carbrey y col., 2003). Su localización en ratas no se ve afectada 
ante aumentos de AMPc intracelular (Huebert y col., 2002). A nivel transcripcional, se 
ha reportado en roedores que su expresión es regulada negativamente por los niveles 
circulantes de insulina (Carbrey y col., 2003; Kuriyama y col., 2002). Estas 
observaciones contrastan con las observadas en una línea celular hepática humana, 
donde su expresión es regulada positivamente por insulina y negativamente por leptina 
(Rodríguez y col., 2011). La expresión de AQP9 es también regulada positivamente por 
triyodotironina (T3) y por glucagon en cerdos (Caperna y col., 2007). Se ha demostrado 
la participación de AQP9 en el metabolismo del glicerol en ratones knockout (Rojek y 
col., 2007) los cuales muestran niveles plasmáticos de glicerol y triglicéridos 
aumentados, y una permeabilidad a glicerol en hepatocitos disminuida que no aumenta 
durante el ayuno con respecto al wild-type (Calamita y col., 2012). La expresión de 
AQP9 está regulada en respuesta a distintas condiciones metabólicas, así el ayuno, se ha 
demostrado incrementa los niveles de ARNm de AQP9 de rata y ratón (Kuriyama y col., 
2002; Carbrey y col., 2003). Durante el ayuno, el glicerol liberado del tejido adiposo es 
captado por los hepatocitos a través de la AQP9 y utilizado para la gluconeogénesis 
(Maeda, 2009 y 2012). Además del transporte de agua, glicerol y pequeños solutos, la 




col., 2002; Shinkai y col., 2009). Esto último explicaría la acción carcinogénica y tóxica 
del arsenito en el hígado humano. 
La reducción en la expresión de AQP9 en la esteatohepatitis no alcohólica y la 
enfermedad del hígado graso no alcohólica en individuos obesos, la cual es más 
pronunciada aún en individuos insulino resistentes, podría representar un mecanismo 
compensatorio para disminuir la síntesis hepática de novo de triglicéridos (Rodríguez y 
col., 2014). Además, la expresión disminuida de AQP9 que contribuye a disminuir la 
disponibilidad de glicerol para la gluconeogénesis podría constituir un mecanismo de 
defensa para impedir la hiperglucemia y la esteatosis en esos individuos (Rodriguez y 
col., 2014). 
La AQP11 fue identificada en hígado hace 13 años (Gorelick y col., 2006), pero su 
localización celular y subcelular aún no ha sido claramente caracterizada. En estudios 
funcionales en ovocitos de Xenopus no se pudo verificar que AQP11 fuese permeable a 
agua, glicerol, urea o iones (Gorelick y col., 2006), pero al reconstituir esta AQP en 
liposomas se encontró una alta permeabilidad al agua (Yakata y col., 2007). En ratones 
knock-out para AQP11 se observó vacuolización de los hepatocitos (Morishita y col., 
2005). AQP11 podría estar involucrada en la homeostasis del retículo endoplasmático 
rugoso y en la regeneración hepática (Ishibashi y col., 2014; Rojek y col., 2013).  
En estudios recientes en hígado humano y murino, se identificó la expresión de AQP7 
tanto a nivel transcripcional como proteico, pero su localización celular y subcelular no 
fue estudiada (Gregoire y col., 2015). Estudios previos habían identificado AQP7 en el 
hígado de pacientes obesos, pero no investigaron su expresión en hígado normal 
(Rodríguez y col., 2011). El rol de AQP7 en el hígado se desconoce, pero al tratarse de 




En este trabajo de Tesis nos focalizaremos particularmente en la AQP8. 
 
1.2. AQP8 
Se ha identificado a la AQP8 en hepatocitos de rata, ratón y humanos (Calamita y col., 
2001; Elkjær y col., 2001; Huebert y col., 2002; Larocca y col., 2009). En comparación 
con otras AQPs humanas, la AQP8 pertenece a una subfamilia diferente, distante de las 
AQPs que transportan específicamente agua (AQP0, 1, 2, 4, 5 y 6), que transportan agua 
y glicerol (las aquagliceroporinas AQP3, 7, 9 y 10) y la subfamilia de AQP11-12 
(Agemark y col., 2012). Su organización génica y diferenciación evolutiva son únicas 
(Calamita y col., 1999; Zardoya y Villalba, 2001), lo que sugiere que la AQP8 
evolucionó de manera independiente para poseer una especialización diferente al resto 
de las AQPs de mamífero (Ferri y col., 2003), ya que existen diferencias en su región de 
constricción ar/R que, además del agua, permite el pasaje de otros solutos como 
amoníaco (Jahn y col., 2004) y H2O2 (Bienert y col., 2007), pero no urea ni glicerol 
(Koyama y col., 1998). Utilizando cDNA de AQP8 de rata, (Koyama y col.,1998) 
clonaron ADN genómico de AQP8 humano y pudieron predecir una secuencia de 261 
aminoácidos para la proteína AQP8, conteniendo 6 dominios transmembrana, 2 motivos 
NPA altamente conservados y 3 sitios de glicosilación. La secuencia aminoacídica de la 
AQP8 humana tiene alta identidad con la de ratón (76,0 %) y rata (74,9 %) y en menor 
medida con la AQP3 humana (28,9 %). Además, la AQP8 humana es 40,4 % idéntica a 
la AQP vegetal gamma-TIP. 
Se expresa diferencialmente en hepatocitos de las regiones periportal y central del 
lobulillo hepático (Calamita y col., 2005 b). Intracelularmente, la AQP8 posee una 




fisiológicos en el hepatocito. Estudios bioquímicos, sumados a inmunofluorescencia 
confocal e inmunoelectromicroscopía revelaron que en condiciones basales (no 
estimuladas) el 75 % de la AQP8 reside en estructuras intracelulares: vesículas de 
transporte (Calamita y col., 2001), retículo endoplásmico liso (Ferri y col., 2003) y en la 
membrana interna de algunas mitocondrias (Calamita y col., 2005 b). El resto se 
encuentra localizado en la membrana plasmática (Huebert y col., 2002), 
específicamente en el dominio canalicular. 
 
1.2.1. AQP8 canalicular 
Esta es la forma de proteína N-glicosilada de aproximadamente 34 kDa que se 
encuentra localizada en vesículas de transporte y en la membrana canalicular. Se 
encuentra involucrada en la formación y regulación de la secreción biliar (Calamita y 
col., 2001; Huebert y col., 2002). Se ha demostrado que disminuciones en los niveles de 
AQP8 en hepatocitos llevan a deficiencias en el transporte de agua canalicular para la 
formación de la bilis (Bernardino y col., 2016; Larocca y col., 2009). En hepatocitos, la 
AQP8 presenta un tráfico vesicular regulado, permitiéndole a estas células modular 
hormonalmente su permeabilidad al agua y promover la secreción osmótica de agua vía 
AQP8. Se ha comprobado que la hormona glucagon, al inducir un estímulo colerético, 
estimula la translocación de vesículas que contienen AQP8 al dominio canalicular de la 
membrana plasmática (Gradilone y col., 2003). Este tráfico requiere la activación de 
vías de señalización que involucran AMP cíclico-PKA y PI3K (fosfatidilinositol-3-
kinasa) así como una red de micrótubulos intacta (Gradilone y col., 2003 y 2005). La 
AQP8 canalicular es insertada exocíticamente en microdominios enriquecidos en 




acompañado por un aumento en la permeabilidad al agua de esta membrana (Garcı́a y 
col., 2001). Así, en coleresis los hepatocitos incrementan la abundancia de AQP8 en la 
membrana canalicular estimulando el tráfico vesicular y modulando así su 
permeabilidad osmótica al agua en el corto plazo. Además de esta regulación, la AQP8 
canalicular puede ser también modulada a largo plazo al modificar su expresión génica. 
El glucagon aumenta postranscripcionalmente la expresión proteica de AQP8 en 
hepatocitos de rata, un proceso que también requiere de las vías de señalización de 
AMP cíclico-PKA y PI3K y se asocia a una menor degradación de esta proteína 
(Larocca y col., 2009). En cuadros experimentales de colestasis (falla secretoria biliar), 
la AQP8 canalicular se encuentra desregulada, lo cual contribuiría a los mecanismos 
moleculares determinantes de la patología (Marinelli y col., 2011). Así, se ha 
demostrado que en colestasis extrahepática la translocación de AQP8 hacia la 
membrana plasmática del hepatocito se encuentra alterada y que existe una disminución 
en la expresión proteica de la AQP8 hepática por mecanismos de regulación post-
transcripcionales (Carreras y col., 2003). De manera similar, la expresión molecular y 
funcional de la AQP8 canalicular se encontró reducida en modelos de colestasis 
hepatocelular asociada a sepsis (Larocca y col., 2009) o inducida por la administración 
de estrógenos (Carreras y col., 2007). En estos dos modelos de colestasis se ha probado 
que la administración retrobiliar de un vector adenoviral, que codifica para la 
aquaporina-1 humana (hAQP1), induce la expresión de dicha AQP en la membrana 
canalicular de los hepatocitos y mejora significativamente el cuadro colestásico 






1.2.2. AQP8 mitocondrial (mtAQP8) 
Corresponde a la proteína no glicosilada de 28 kDa (Calamita y col., 2005 b; Garcı́ a y 
col., 2001). Posee una amplia distribución, habiéndose encontrado en mitocondrias de 
riñón, testículo, corazón, duodeno, yeyuno y colon de rata (Calamita y col., 2005 b). Se 
ha determinado que en hepatocitos murinos (Calamita y col., 2005 b; Ferri y col., 2003), 
y en líneas celulares humanas derivadas de hepatocitos (Marchissio 2012 y 2014), se 
localiza específicamente en la membrana mitocondrial interna. Existe una correlación 
directa entre el tamaño mitocondrial y la magnitud de expresión de AQP8 en esta 
organela. Se ha especulado que esto puede deberse a que en las mitocondrias de menor 
tamaño, la contribución de AQP8 al pasaje mitocondrial de agua no es tan relevante, ya 
que para las mismas es suficiente con la difusión simple de agua a través de sus 
membranas. Sin embargo, la AQP8 no parece contribuir de manera significativa al 
pasaje mitocondrial de agua (Calamita y col., 2006; Gena y col., 2009; Yang y col., 
2006), por lo que su función específica es materia de estudio. En base al hecho de que 
AQP8 es capaz de facilitar la difusión transmembrana del amoníaco (Saparov y col., 
2007) y que como se mencionó anteriormente (ver Tabla 1), estudios en levaduras 
(Bienert y col., 2007) y en células de mamífero (Miller y col., 2010) demostraron que la 
AQP8 humana facilita la difusión transmembrana del H2O2; se ha propuesto que la 
AQP8 mitocondrial hepática estaría involucrada en la detoxificación del amoníaco vía 
ureagénesis (Soria y col., 2010; 2013 y 2014) y también en la liberación del H2O2 
mitocondrial (Marchissio y col., 2012 y 2014). Para este último caso se postula que 
mtAQP8 podría tener un rol en la liberación de H2O2 desde la matriz mitocondrial para 
su detoxificación en otros sitios en situaciones donde la cadena de transporte de 
electrones se encuentra altamente reducida dando lugar a la formación de metabolitos 




oxígeno (ROS, del inglés, reactive oxygen species) debido a sus altas reactividades 
comparadas con el oxígeno molecular. De permanecer en la matriz, su captación por 
sistemas antioxidantes de la organela consumiría equivalentes reductores en forma de 
NADPH, reduciendo así la eficiencia de la respiración. También, la permanencia del 
H2O2 en la mitocondria podría generar estrés oxidativo y dar lugar a disfunción 
mitocondrial, llevando en última instancia a la muerte celular (Marchissio y col., 2012; 
Marchissio y col., 2014). 
La expresión proteica de AQP8 en mitocondrias también sufre regulación hormonal. 
Así, la hormona tiroidea T3, que modula la actividad metabólica de las mitocondrias 
hepáticas, induce la disminución por regulación transcripcional de AQP8 en 
mitocondrias de hígado de rata (Calamita y col., 2007). Por otro lado, también se ha 
reportado aumentada la expresión de la mtAQP8 en hepatocitos de rata in vivo e in vitro 
tratados con glucagon (Soria y col., 2013). 
 
1.3. Mitocondria 
Las mitocondrias son organelas citoplasmáticas especializadas en la transformación de 
la energía de oxidación en energía quimioosmótica, lo que se traduce en la síntesis de 
ATP a partir de ADP. Además de proporcionar la energía necesaria para que las células 
lleven a cabo sus múltiples funciones, en estos últimos años se han puesto de relieve 
otros papeles tales como la regulación de la muerte celular, al actuar como depósito de 
diferentes proteínas apoptogénicas (Wang y Youle, 2009) y la señalización redox 
actuando como una fuente de H2O2, reconocido en los últimos años como molécula 





1.3.1. Estructura y composición 
La estructura básica de la mitocondria consiste en dos membranas altamente 
especializadas, una interna y otra externa, que delimitan dos compartimentos diferentes; 
el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial. En el espacio intermembrana, 
además de residir diferentes proteínas pro-apoptóticas, se encuentra la enzima 
adenilatoquinasa que transforma el AMP en ADP, el cual es rápidamente fosforilado a 
ATP. Por otra parte, la matriz mitocondrial contiene la maquinaria implicada en la 
síntesis proteica y es donde tienen lugar las reacciones del ciclo de Krebs. La membrana 
externa presenta ciertas analogías de composición con la membrana citoplasmática y el 
retículo endoplasmático. Contiene un 40% de lípidos, principalmente fosfolípidos y un 
60% de proteínas. La membrana interna difiere en muchos aspectos de la externa, 
siendo mucho más rica en proteínas (80%) debido a la presencia de gran cantidad de 
transportadores específicos y de los complejos enzimáticos constituyentes de la cadena 
de respiración mitocondrial (CRM). 
La membrana mitocondrial interna actúa como una barrera entre los solutos y agua que 
se mueven entre el citoplasma y la matriz mitocondrial, siendo impermeable y sólo 
permitiendo la difusión de ciertas moléculas pequeñas y neutras. El resto de transportes 
pasivos o activos que se realizan a través de esta membrana están controlados por 
canales o transportadores específicos (Palmieri, 2004). La membrana externa, en 
cambio, es permeable a la mayoría de solutos de hasta 1,5 kDa debido a la presencia de 
grandes poros formados por VDAC, el canal de aniones dependiente de voltaje (del 






1.3.2. Cadena respiratoria mitocondrial 
Se ha establecido la organización de la CRM en cinco grandes complejos enzimáticos, 
localizados en la membrana interna mitocondrial: complejo NADH deshidrogenasa 
(complejo I), succinato Q reductasa (complejo II), complejo b-c1 (complejo III), 
complejo citocromo oxidasa (complejo IV) y la ATPasa (complejo V) que permite el 
acoplamiento de las oxidaciones de los sustratos de la respiración con la fosforilación 
del ADP (Rich, 2003). 
 
1.4. Especies reactivas del oxígeno 
El oxígeno molecular (O2) es esencial para la supervivencia de todos los organismos 
aeróbicos. El metabolismo energético aeróbico depende de la fosforilación oxidativa, 
proceso a través del cual la energía de oxido-reducción de la cadena transportadora de 
electrones mitocondrial es convertida en un enlace fosfato de alta energía en el ATP. En 
condiciones fisiológicas, la reducción del O2 a agua en la cadena respiratoria es 
incompleta (96-98%), dando lugar a la formación de ROS mitocondriales (mtROS) 
(Chance y Williams, 1956; Dröge, 2002). En un principio todas las ROS fueron 
categorizadas erróneamente como radicales libres. Pero no todas lo son ya que pueden 
ser moléculas reactivas sin electrones desapareados. Un radical libre se define como 
cualquier especie atómica o molecular capaz de existir de manera independiente que 
contiene uno o más de un electrón desapareado en uno de sus orbitales moleculares 
(Halliwell y Gutteridge, 1990). La oxidación que involucra un solo electrón del O2 da 
como resultado la formación del anión superóxido (O2•-) tanto por medio de catálisis 




solución acuosa tiene una vida media muy corta; esta inestabilidad se basa en la 
dismutación del O2•- en H2O2. 
A diferencia del O2•-, el H2O2 no es un radical libre siendo una molécula más estable. El 
H2O2 puede atravesar las membranas biológicas, mientras que el O2•- no puede hacerlo 
(Chance y col., 1979), y aunque es un agente oxidante más débil que el O2•-, en 
presencia de metales de transición como el hierro o el cobre, puede llevar, por medio de 
la reacción de Fenton, a la producción del radical hidroxilo (•OH) altamente reactivo y 
tóxico. Debido a que el hígado es el órgano sólido más grande en mamíferos y a que 
éste recibe del 20% al 25% de la sangre circulante, la cantidad de oxígeno consumido 
por este órgano es muy alta. La mayoría del oxígeno molecular usado en la mitocondria 
es convertido en agua, por lo cual, se pueden formar altas cantidades de ROS (Freeman 
y Crapo, 1982). 
 
1.4.1. Especies reactivas del oxígeno de origen mitocondrial 
La mitocondria es la principal fuente de ROS endógenas celulares, particularmente del 
O2•-, y por lo tanto, podría condicionar el estado redox de toda la célula (Jezek y 
Hlavatá, 2005). 
Asimismo, las mtROS podrían actuar como moléculas señalizadoras involucradas en la 
regulación de diversos procesos celulares (Fang y col., 2004; Pallottini y col., 2007, 
Giudetti y col., 2013). Se han investigado exhaustivamente los mecanismos que 
explican la formación de ROS en la mitocondria. Se ha observado producción de O2•- en 
ambos lados de la membrana mitocondrial interna y en la matriz (Fig. 3). La 
contribución de cada componente de la CRM en la producción total de O2•- depende de 




cadena respiratoria se encuentra en un importante estado de reducción (estado 4) (Barja, 
1999). Aunque el Complejo III, que libera O2•- a ambos lados de la membrana 
mitocondrial interna, es el principal productor en mitocondrias de corazón y pulmón, la 
fuente más importante en cerebro e hígado es el Complejo I, que parece liberarlo hacia 
la matriz (Barja, 1999; Miwa y Brand, 2003; Muller y col, 2004). Numerosos estudios 
realizados en C. elegans, E. coli y en mamíferos confirman también la producción de 
O2•- en el Complejo II en condiciones de hipoxia o cuando este complejo está dañado, 
así como las consecuencias fisiopatológicas que estas alteraciones conllevan (Guzy y 
col., 2008; Ishii y col., 1998; Yankovskaya y col., 2003; Zhang y col., 1998). 
 
Figura 1.3. Sitios productores de O2•- y de su dismutación a H2O2 en la cadena de 
respiración mitocondrial. El Complejo III libera O2•- a ambos lados de la membrana 
mitocondrial interna (MMI), mientras que el Complejo I, lo libera hacia la matriz. El O2•- 
liberado al espacio intermembrana puede ser dismutado a H2O2 por la enzima CuZnSOD y el 
O2•- liberado hacia la matriz es convertido también a H2O2 por la MnSOD. 
 
En la matriz, el O2•- es eliminado por la enzima MnSOD (manganeso-superóxido- 




ser transportado al citoplasma a través de canales de aniones dependientes de voltaje 
(Han y col., 2003); no obstante, la presencia de la enzima CuZnSOD (cobre-zinc-
superóxido-dismutasa) y de citocromo c en el espacio intermembrana, capaces de 
eliminar O2•- por distintos mecanismos, plantean algunos interrogantes sobre las 
implicancias fisiológicas de la salida de este radical desde la mitocondria al citoplasma. 
La abundancia de SOD en sus diversas isoformas en la mitocondria y su presencia tanto 
en la matriz como en el espacio intermembrana son claros signos de la necesidad de 
eliminar el O2•- generado en la mitocondria. 
 
1.4.2. H2O2 mitocondrial y señalización MAPK dependiente 
La señalización por mtROS ha sido identificada en numerosos estudios metabólicos en 
diferentes tipos celulares y se considera crucial en el control del estado energético 
celular (Leloup y col., 2011; Rigoulet y col., 2011). Se considera que el nivel de H2O2 
mitocondrial generado y liberado determina su acción biológica, así bajos niveles 
intervienen en señalización metabólica y niveles moderados o altos gatillan procesos 
inflamatorios y mecanismos de muerte celular (Finkel, 2012). Para que el H2O2 pueda 
comportarse como una molécula señal debe evadir la descomposición por los sistemas 
antioxidantes e influenciar la actividad de proteínas de señalización. Ciertas 
características de las proteínas, tal como la presencia de residuos cisteína no protonados 
las hacen susceptibles a oxidación por H2O2. Debido al bajo pH del citosol los residuos 
cisteína de la mayoría de las proteínas citosólicas se encuentren protonados y por ende 
no pueden reaccionar/sensar el H2O2. Así, una característica esencial de la mayoría de 
las proteínas sensibles a H2O2 es que contienen un residuo cisteína con bajo pKa. Muy 




transcripcionales, etc.) pueden ser reversiblemente oxidadas a nivel del grupo –SH de 
sus aminoácidos cisteína (Veal y col., 2007). Se ha demostrado que las MAPK (del 
inglés Mitogen-activated protein kinase) fosfatasas pueden ser inactivadas por el H2O2 
liberado por las mitocondrias a través de este mecanismo (Nemoto y col., 2000; Kamata 
y col., 2005). Las MAPK conforman una familia de serina/treonina quinasas que 
responden a estímulos tales como estrés oxidativo, shock osmótico y citoquinas 
inflamatorias. Se conocen distintas cascadas de MAPK, siendo las mejores 
caracterizadas las JNK (c-Jun N-terminal protein kinases), las ERK (extracellular 
signal-regulated kinase) y las p38. La magnitud y duración de la activación de las 
MAPK es dependiente del balance entre quinasas activadoras y fosfatasas inhibidoras y 
es determinante final de su función biológica (Sies, 2017). Así, la inhibición oxidativa 
de las MAPK fosfatasas parece explicar la activación H2O2 dependiente de las JNK 
(Nemoto y col., 2000; Hanawa y col., 2008), ERK (Fang y col., 2004) y p38 (Cao y 
col., 2004; Pallottini y col., 2007). 
 
1.5. Colesterogénesis Hepática: Mecanismos de Regulación 
El colesterol es un constituyente de las membranas celulares y la proporción en que este 
aparece incide directamente en la fluidez de las mismas. A mayor contenido de 
colesterol, menor fluidez de membrana. Esto es una herramienta del organismo para 
controlar la correcta homeostasis celular. También sirve como precursor en la síntesis 
de ácidos biliares, hormonas esteroideas y vitamina D. No obstante, el exceso de 
colesterol es un factor clave en la formación de lesiones aterogénicas y de cálculos 
biliares y por consiguiente debe mantenerse un estricto control de sus niveles 




2018). El colesterol se sintetiza en el citosol y el retículo endoplásmico del hepatocito a 
partir del acetil-CoA derivado de la mitocondria. El acetil-CoA es convertido a 
colesterol en una ruta biosintética en la que participan al menos 23 enzimas, siendo la 
etapa limitante la reacción catalizada por la 3-hidroxi 3-metilglutaril CoA reductasa 
(HMGCR) (Horton y col., 2003). El colesterol per se es un importante regulador de su 
propia síntesis y por ende de sus niveles celulares. Así, por ejemplo, un aumento del 
colesterol dietario conduce a una regulación negativa de la expresión génica de las 
enzimas de la biosíntesis del colesterol vía los factores de transcripción SREBP (del 
inglés, sterol regulatory element-binding protein). En mamíferos existen tres isoformas 
designadas SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2, las cuales son sintetizadas como 
precursores transmembrana en el retículo endoplásmico con un dominio N-terminal 
helix-loop-helix-Zip (HLH-zip) que funciona como factor de transcripción. Cuando el 
nivel celular del colesterol es bajo y en consecuencia la membrana del retículo 
endoplásmico se depleta de colesterol, la proteína SCAP (del inglés, Cleavage-
Activating Protein) escolta los precursores de SREBPs hacía el aparato de Golgi donde 
por acción de las proteasas SP1 y SP2 (del inglés, Site 1 Protease y Site 2 Protease) el 
segmento N-terminal es escindido, migra al núcleo y activa la transcripción de genes 
blanco. Por el contrario, cuando el nivel celular del colesterol es alto, se eleva el 
colesterol en la membrana del retículo endoplásmico, lo que conduce a cambios 
conformacionales de la proteína SCAP que impiden el proceso antes mencionado (Fig. 
4) (Brown y col., 2017). En ratones transgénicos con sobre-expresión selectiva de los 
SREBPs, se encontró que SREBP-2 activa preferentemente genes involucrados en la 
biosíntesis del colesterol y que SREBP-1c activa preferentemente genes de la biosíntesis 
de ácidos grasos. Mientras que SREBP-1a es un potente activador de todos los genes 




X receptor), controla fundamentalmente genes de la degradación del colesterol para su 
transformación en ácidos biliares y de genes involucrados en el movimiento 
transmembrana de esteroles, metabolismo de lipoproteínas y síntesis de ácidos grasos 
(Maxwell y col., 2003). 
 
 
Figura 1.4. Ruta de los SREBPs. Cuando las células se depletan de esteroles, Scap transporta 
SREBPs desde el retículo endoplásmico (RE) hacia el aparato de Golgi. La liberación de 
SREBPs de la membrana se inicia por la proteasa S1P, una proteasa situada en el aparato de 
Golgi que escinde SREBPs en un loop luminal entre las dos secuencias que atraviesan la 
membrana. Una vez que se separan las dos mitades de la SREBP, una segunda proteasa del 
Golgi, S2P, escinde el dominio NH2-terminal HLH-zip del SREBP en un sitio ubicado dentro de 
la región transmembrana. Después del segundo clivaje, el dominio NH2-terminal HLH-zip deja 
la membrana, llevando tres residuos hidrofóbicos en su extremo COOH. El SREBP escindido es 
transportado hacia el núcleo donde activa genes que controlan la síntesis y transporte de lípidos. 
 
1.5.1. Regulación de la Colesterogénesis Hepática por H2O2 
Los SREBP-1a y SREBP-2 no son solo modulados por los niveles intracelulares de 




MAPK pertenecientes a la subfamilia ERK (Kotzka y col., 2000). La acción 
colesterogénica de la hormona insulina en células hepáticas puede ser en parte explicado 
por este mecanismo vía activación de las ERK/MAPK (Pomytkin, 2012). En células 
hepáticas, la insulina incrementa los niveles celulares del H2O2 vía activación de 
NADPH oxidasas (Goldstein y col., 2005) y por generación mitocondrial (Mei y col., 
2012). En contraposición, el glucagon, hormona inhibitoria de la síntesis hepática del 
colesterol, reduce la producción del H2O2 en hepatocitos de rata (Siess y col., 1984). 
Esto sugiere la participación del H2O2 en mecanismos regulatorios de la síntesis 
hepática del colesterol. De hecho, otras evidencias experimentales apoyan esta 
posibilidad. En células HepG2 se observó que el H2O2 participa en una ruta de 
señalización dependiente de p38/MAPK que induce la activación de la enzima clave de 
la ruta biosintética del colesterol HMGCR (Pallottini y col., 2007). Otros estudios 
demostraron que el H2O2 induce la activación de factores de transcripción SREBP en las 
líneas celulares humanas hepáticas HepG2 (Sekiya y col., 2008) y Huh-7 (Seo y col., 
2017), en las líneas celulares murinas hepáticas AML12 (Seo y col., 2017) y en 
adipocitos (Abd-Eldaim y col., 2010). Por lo tanto, diversas evidencias experimentales 
sugieren la participación del H2O2 en los mecanismos regulatorios de la biosíntesis 






El Objetivo General del presente Trabajo de Tesis fue la evaluación de nuestra 
Hipótesis de Trabajo. Ésta supone que la proteína AQP8 mitocondrial está involucrada 
en los mecanismos de regulación de la biosíntesis hepática del colesterol y que esta 
regulación sería a través de cambios en la liberación mitocondrial del H2O2, molécula 
señal para la cual la AQP8 es permeable. Por lo tanto, se establecieron los siguientes 
Objetivos Específicos: 
 
1) Determinar si alteraciones en el contenido de colesterol en el hepatocito pueden 
regular la expresión de la mtAQP8. 
2) Estudiar si una expresión defectiva de la mtAQP8 modula negativamente la 
biosíntesis del colesterol en el hepatocito. 
3) Estudiar si una sobre-expresión de la mtAQP8 modula positivamente la biosíntesis 
del colesterol en el hepatocito. 
4) Evaluar si la liberación del H2O2 mitocondrial vía mtAQP8 modula la biosíntesis de 
colesterol en el hepatocito. 
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3. Materiales Y métodos 
3.1. Cultivo de la línea celular Huh-7 
Para una parte de los estudios realizados en este trabajo de tesis se utilizó la línea celular 
Huh-7 derivada de hepatocarcinoma humano (ATCC). 
La misma fue cultivada en botellas plásticas de cultivo conteniendo medio DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, formulación de alta glucosa, con L-glutamina 2 
mM y sin piruvato) (Gibco), suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado por 
calor (Internegocios, Argentina) y 100 U.I.de penicilina / 100 μg de estreptomicina 
(Invitrogen) a 37 °C en una atmósfera al 5 % de CO2. El medio fue cambiado día por 
medio y las células fueron tripsinizadas utilizando 0,25 % tripsina-EDTA (Invitrogen) al 
llegar a confluencia. 
 
3.2. Aislamiento y cultivo primario de hepatocitos de rata 
Otro modelo experimental utilizado fue el cultivo primario de hepatocitos de rata. Los 
hepatocitos fueron aislados de hígado de rata como se describió previamente (Soria y 
col., 2013). Brevemente, el hígado se perfundió con colagenasa Tipo IV (Sigma), 
seguido por una cuidadosa disrupción mecánica del árbol biliar; luego se filtraron los 
hepatocitos a través de una membrana de nylon de 40 µm y finalmente se separaron de 
las células no parenquimatosas y restos celulares por centrifugación a baja velocidad (2 
min, 30 g). Al comenzar y finalizar los experimentos la viabilidad celular fue siempre 
mayor al 85%, evaluada por el test de exclusión de azul tripán. 
Después de aislados, 1.1 x 105 hepatocitos/cm2 se cultivaron en placas de Petri de 35 
mm recubiertas con colágeno tipo I en medio de cultivo DMEM (formulación de alta 
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glucosa, con L-glutamina 2 mM, y sin piruvato) (Gibco), suplementado con 10% suero 
fetal bovino (Internegocios) y una mezcla de los antibióticos y antimicóticos penicilina 
(100 unidades/ml), estreptomicina (100 μg/ml) y anfotericina B (0.1 μg/ml) 
(Invitrogen). Los hepatocitos se incubaron a 37 ºC por 3 h en atmósfera de CO2 al 5% 
para lograr su adherencia a las placas de cultivo. Luego, el medio de cultivo fue 
removido y suplementado con medio fresco cada 24 h de cultivo bajo las condiciones ya 
mencionadas. 
 
3.3. Alteración del contenido celular de colesterol 
La metil-beta-CicloDextrina (mβCD) es un anillo polisacárido cíclico con forma de 
anillo cónico (Fig. 3.1) que posee una cavidad hidrofóbica capaz de alojar colesterol en 
una solución acuosa formando un complejo en una relación aproximada de 7:1 
moléculas de colesterol por anillo de mβCD (Christian y col., 1999). 
Existen diferentes estrategias que permiten el uso de la mβCD tanto para depletar, como 
para generar sobrecarga de colesterol en las células en cultivo (Christian y col., 1997). 
Es decir, si se exponen las células a un complejo saturado mβCD:colesterol generado 
previamente, este va a descargar colesterol hacia el interior de la membrana plasmática 
generando una sobrecarga en las células. Por otro lado, si se exponen células 
directamente a la mβCD sin acomplejar, la misma secuestrará colesterol de la 
membrana plasmática generando una depleción del colesterol celular. En este último 
caso es importante tener en cuenta la ausencia de colesterol en el medio de cultivo ya 
que la mβCD puede funcionar como un puente que facilita la transferencia del mismo 
desde las lipoproteínas presentes en el suero fetal bovino hacia las membranas 
plasmáticas celulares generando el efecto opuesto al buscado (Christian y col., 1997). 
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Para ello, en los experimentos de depleción de colesterol se utiliza Suero Deficiente en 
Lipoproteínas (SDLP). 
 
Figura 3.1. Diagrama de la estructura de la mβCD. El anillo polisacárido forma una cavidad 
hidrofóbica con una alta afinidad por los esteroles. 
 
3.3.1. Preparación del complejo mβCD:colesterol y sobrecarga celular de colesterol 
Para preparar el complejo mβCD:colesterol (Han y col., 1999), se disolvió colesterol 
(Sigma) en una mezcla metanol/cloroformo (1:1) a una concentración de 100 mM. 100 
μL de esta solución fueron evaporados en un tubo de vidrio bajo atmosfera de N 2 para 
luego agregar sobre el colesterol 4 mL de mβCD (Sigma) 10 mM disuelto en buffer 
salino de fosfato (PBS). La suspensión se sonicó en baño a 4 ºC por 5 min y se incubó 
con agitación a 37 ºC durante la noche. La suspensión que contiene los complejos fue 
ajustada a pH 7,4 y filtrada a través de un filtro de jeringa 0,22 micras inmediatamente 
antes de utilizarse. La concentración de colesterol en la solución fue 300 mg/mL y se 
agregó a los cultivos celulares semi-confluentes la cantidad necesaria para alcanzar las 
concentraciones de 32, 64 y 128 μM en el medio de cultivo.  
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3.3.2. Depleción del colesterol celular  
Cultivos celulares semi-confluentes de la línea Huh-7 fueron incubados en DMEM 
suplementado con 10% Suero Deficiente en Lipoproteína (Sigma) durante 4 h para 
luego ser incubados en un medio similar con el agregado de 2 mM mβCD previamente 
disuelta en PBS y filtrada a través de un filtro de jeringa 0,22 μm inmediatamente antes 
de utilizarse (Woudenberg y col., 2010). 
 
3.4. Determinación del colesterol celular total 
La línea celular Huh-7 fue cultivada y tratada en placas de Petri de 35mm. Las células 
fueron lavadas y escrapeadas en PBS frío. Se extrajeron los lípidos utilizando el método 
desarrollado por Folch y col., (Williams y col., 2016). Luego de la extracción de la fase 
orgánica, el disolvente se evaporó bajo corriente de N2. El colesterol se determinó 
mediante un método colorimétrico enzimático (Wiener Lab) (Fig. 3.2) y se normalizó al 
nivel de proteína del lisado celular correspondiente. 
CHE 
Ésteres del Colesterol --------------------------------------> Colesterol + Ácidos grasos 
 
CHOD 
     Colesterol + O2 -------------------------------------> Colesten-3-ona + H2O2 
POD 
H2O2 + 4-AF + aceptor -------------------------------------> Quinonimina roja (505 nm) 
 
Figura 3.2. Secuencia de reacciones para la determinación del colesterol. CHE, colesterol 
esterasa; CHOD, colesterol oxidasa; POD, peroxidasa; 4-AF, 4-aminofenazona. 
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3.5. Viabilidad celular 
La actividad lactato deshidrogenasa (LDH) se utilizó como medida de la viabilidad 
celular. La LDH liberada al medio de cultivo se determinó por espectrofotometría en los 
correspondientes experimentos utilizando un kit enzimático comercial (Wiener Lab) de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Fig. 3.3.). 
 
   LDH 
Piruvato + NADH + H+---------------------------> L-lactato + NAD+ 
 
Figura 3.3. Reacción utilizada para la determinación de la liberación celular de LDH al 
medio de cultivo. Reacción cinética seguida por espectrofotometría basada en la desaparición 
de NADH (pico absorción a 340 nm). 
 
3.6. Inmunofluorescencia confocal para AQP8 
Células Huh-7 fueron cultivadas sobre cubre-objetos estériles y luego fueron tratadas 
durante 24 h con sobrecarga o depleción de colesterol. Posteriormente, las células se 
lavaron y fijaron con paraformaldehido al 4% durante 10 min, las células luego fueron 
permeabilizadas y bloqueadas con Triton X-100 0,2%, Albúmina Sérica Bovina 3% 
durante 10 min, e incubadas 12 h a 4 °C con anti-AQP8 (10 μg/ml) (Millipore). A 
continuación se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS y luego los cubreobjetos se 
incubaron con anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (Molecular Probes) 
durante 1 h. Los cubreobjetos se lavaron y fueron montados con ProLong (Molecular 
Probes). La fluorescencia se visualizó por microscopía confocal (Nikon C1SiR con 
microscopio invertido Nikon TE200). Bajo estas condiciones, no se detectó 
autofluorescencia. Los controles realizados por omisión de anticuerpos primarios o 
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secundarios no mostraron fluorescencia. Para mejorar la calidad de las imágenes 
obtenidas se ajustó el brillo y contraste del mismo modo utilizando el programa Adobe 
Photoshop. 
 
3.7. Fraccionamiento subcelular 
Las células en cultivo fueron lavadas con PBS frio y levantadas por scraping en 
sacarosa 0,3 M (Merck) con inhibidores de proteasas PMSF 0,1 mM y leupeptina 0,1 
mM (Sigma). Luego de ser sonicadas (3 ciclos de sonicado durante 5 s, 30 % amplitud 
en frio con 30 s de descanso), las muestras fueron centrifugadas a 500 g por 10 min a 4 
°C para obtener los sobrenadantes post-nucleares que luego fueron centrifugados a 
6.000 g por 10 min a 4 °C resultando en la obtención de las fracciones citoplasmática y 
mitocondrial. Esta última se lavó dos veces antes de ser resuspendida en sacarosa 0,3 M 
conteniendo inhibidores de proteasas. Las mitocondrias fueron conservadas a -70 °C o 
utilizadas en el momento según el caso. 
El sobrenadante conteniendo la fracción citoplasmática fue centrifugado a 144.000 g 
obteniéndose así la fracción microsomal en el pellet para ser luego resuspendida y 
utilizada. 
En ciertos casos (ver resultados) se utilizaron lisados totales en los cuales las células 
fueron escrapeadas con buffer RIPA. Sonicadas en baño de sonicación a 4 ºC durante 5 
minutos y centrifugadas 30 minutos a 15.000 g para eliminar en el pellet restos 
celulares, DNA y restos del colágeno del soporte de cultivo. 
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3.8. Medición de la concentración de proteínas 
La concentración de proteínas totales fue determinada por el método de Lowry, 
utilizando albúmina sérica bovina como estándar (Lowry y col., 1951). 
 
3.9. Inmunobloting 
Las fracciones de interés se solubilizaron en el buffer de muestra con agentes reductores 
(Tris 20 mM, pH 8,5, SDS 1%, DTT 40 µM, glicerol 10%) durante 5 min a 90 ºC y se 
sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 12% (Krebs y Henseleit, 
1932). Se transfirieron eléctricamente a membranas de polivinil difluoruro (PVDF, 
Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, MA, EE.UU.) durante 1 h a voltaje 
constante de 100 mV, utilizando un equipo comercial (Mini-Trans Blot Cell, Bio Rad). 
Se bloquearon en leche al 10 % en PBS-Tween (PBS, Tween 20 0,1 %) por un mínimo 
de 1 h a temperatura ambiente y luego se incubaron toda la noche a 4 ºC con un 
anticuerpo comercial producido en ratón contra AQP8 (0,1 μg/ml, Santa cruz) y β-
actina (0,3 µg/ml, Sigma), en conejo contra prohibitina (0.1 μg/ml, Abcam), HMGCR 
(0.2 µg/ml, Santa Cruz) y SREBP-2 (1 µg/ml, Santa Cruz) y en carnero contra AQP8 
(0,3 μg/ml, Santa Cruz). 
Las membranas polivinílicas fueron entonces lavadas con PBS e incubadas con el 
anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de rabanito durante 1 
h a temperatura ambiente. Las proteínas inmovilizadas fueron detectadas por 
quimioluminiscencia utilizando un kit comercial y siguiendo las recomendaciones del 
fabricante (Pierce ECL-Western Blotting Substrate, Thermo Scientific). Las 
autoradiografías se obtuvieron al exponer las membranas a una placa radiográfica de 
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alta sensibilidad (Kodak XAR films). Posteriormente, las bandas se cuantificaron por 
densitometría utilizando Image J Software (Rasband, 1997-2019). 
 
3.10. RT-qPCR: Retro-transcripción seguida de reacción en cadena de la polimerasa 
en tiempo real 
Se aisló el RNA total de células Huh-7 utilizando el reactivo TRIzol (invitrogen) para 
luego obtener el cDNA total utilizando la enzima SuperScript III RNAse H reverse 
transcriptase (Invitrogen), según las instrucciones del fabricante. Se llevó a cabo una 
reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real utilizando SYBR Green como sonda 
para evaluar los niveles de transcriptos; se realizaron reacciones de amplificación por 
triplicado con un sistema de PCR StepOne en tiempo real (Applied Biosystems) con 
Platinium Taq DNA polimerasa (Invitrogen). Los cebadores utilizados para la detección 
de AQP8 fueron 5´-CCACGCTGGGGAATATCA-3´ y 5´-
GAGGAGCATCACCAGGTTG-3´, para la detección de HMGCR 5´-
GTCATTCCAGCCAAGGTTGT-3´ y 5´-CCACTTGCTTCCATTA GGGA-3´ y para el 
gen de referencia gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa fueron 5´-
CAATGACCCCTTCATTGACC-3´ y 5´-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3´. La 
eficiencia de los cebadores fueron calculadas realizando una curva de calibración en las 
cuales diluciones seriadas al medio de las muestras resultaron en diferencias de Ct 
promedios mayores a 0.93 con un R2 > a 0.98. Los fragmentos de cDNA amplificados 
por cada par de cebadores fueron de 92 y 228 159 bp para AQP8, HMGCR y 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, respectivamente. Al final de cada experimento, 
la especificidad de cada reacción fue confirmada con una curva de disociación a partir 
de 55 ºC y hasta 95 ºC con medida de fluorescencia continua. Los niveles relativos de 
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mRNA de AQP8 y HMGCR fueron normalizados a los de la gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa mediante el método de 2-ΔΔCt. 
 
3.11. Síntesis de ARN de interferencia  
Se sintetizaron pequeños ARN de interferencia (siRNA) de doble cadena y 21 pares de 
bases de longitud utilizando el kit Silencer short interfering RNA (Ambion) de acuerdo 
a las instrucciones del fabricante. Como templado se utilizaron oligonucleótidos 
sintetizados por Invitrogen. Se seleccionaron dos secuencias blanco contra diferentes 
regiones de la molécula de AQP8 humana en el caso de la línea celular Huh-7 y dos 
secuencias blanco contra diferentes regiones de la molécula de AQP8 de rata de acuerdo 
a los protocolos descriptos por (Elbashir y col., 2001). Estos siRNA indujeron una 
disminución significativa en la expresión de AQP8 mitocondrial, corroborada por 
inmunobloting. El siRNA1 fue dirigido específicamente hacia los nucleótidos 177–197 
(AACGGTTTGTGCAGCCATGTC) y el siRNA2 hacia los nucleótidos 749–769 
(AACCACTGGAACTTCCACTGG) de la AQP8 humana. El siRNA control o 
scramble (SCR) fue diseñado reordenando al azar los nucleótidos de uno de los blancos 
específicos, el siRNA1 (AATGTGTCCGTGAGCACGTCT). 
Para hepatocitos de rata, el siRNA1 fue dirigido específicamente hacia los nucleótidos 
186-206 (AACATGGCTGACAGTTACCAT), el siRNA2 hacia los nucleótidos 236-
256 (AACCGTGTGTGGTGGAACTTT) y el SCR fue diseñado utilizando los 
nucleótidos del siRNA1 pero ordenados al azar (AATATCGCGATGTGCACTACA). 
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3.12. Reducción de la expresión de AQP8 mitocondrial por siRNA 
Células Huh-7 fueron sembradas en placas de Petri de 35 mm a una densidad de 5×105 
células/placa en medio sin antibiótico. Luego de 18 h de cultivo las células fueron 
transfectadas con los siRNA específicos para AQP8 utilizando el agente de transfección 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. La expresión de 
AQP8 mitocondrial se monitoreó transcurridas 24 y 48 h post-transfección por 
inmunobloting. Como se destacó anteriormente, los siRNA específicos mostraron una 
disminución significativa en la expresión de mtAQP8 a 48 h, no así a 24 h post-
transfección. El porcentaje de disminución de mtAQP8 fue de aproximadamente un 50 
± 5% (p < 0,05) para la línea celular Huh-7. 
Hepatocitos aislados de rata (5 x 105) fueron sembrados en placas de Petri de 35 mm 
recubiertas con colágeno tipo I y luego de 16 h de cultivo fueron transfectados con los 
siRNA específicos para AQP8 de rata siguiendo el mismo protocolo que para las líneas 
celulares. La expresión de mtAQP8 se monitoreó transcurridas 24 y 48 h post-
transfección y a este último tiempo el porcentaje de disminución de mtAQP8 fue de 
aproximadamente un 70 ± 10% (p < 0,05). 
 
3.13. Transfección adenoviral 
AdhAQP8 es un vector adenoviral serotipo 5 bicistrónico recombinante deficiente en la 
replicación que codifica para la AQP8 humana (hAQP8) y para la proteína verde 
fluorescente mejorada (EGFP). Este adenovector fue diseñado en nuestro laboratorio y 
producido en el laboratorio de Terapia Celular y Molecular del Instituto Leloir (Fig. 
3.4). Como control, se utilizó un adenovector similar que codifica sólo para la EGFP. 
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Los hepatocitos se incubaron con AdhAQP8 a una multiplicidad de infección 50 
(agregado al medio de cultivo durante 4 h a 37 ° C). La infección viral fue detenida 
mediante la sustitución del medio de cultivo, y las células fueron cultivadas durante 48 
h. Se evaluó la expresión de la proteína hAQP8 por inmunobloting. 
 
 
Figura 3.4. Diagrama de la estructura del adenovector AdhAQP8. ITR, repetición terminal 
invertida; PCMV, promotor del Citomegalovirus; hAQP8, ADNc de la AQP8 humana; IRES, 
Internal Ribosome Entry Site Element; EGFP, Enhanced Green Fluorescent Protein; 
SV40polyA, señal de poliadenilación de Simian Virus 40; ∆E1, delec ión de las secuencias 
adenovirales E1; E2, E3 y E4, genes adenovirales E2, E3 y E4. 
 
3.14. Cuantificación de la biosíntesis de colesterol 
La biosíntesis de novo de colesterol fue medida siguiendo la incorporación de acetato 
radioactivo al colesterol (Giudetti y col., 2005). Cuarenta y cuatro horas después de la 
transfección, el medio de cultivo fue substituido por medio completo con el agregado de 
1 μCi de [1-14C] ácido acético por millón de células más acetato de sodio frío 250 μM 
durante 4 h. Para los experimentos de Mitotempo, 30 h después de la transfección, los 
hepatocitos fueron cultivados en presencia de 50 μM Mitotempo durante 1 hora. 48 h 
luego de la transfección, las células fueron lavadas y levantadas en PBS frío. Se 
extrajeron los lípidos totales mediante el método de Folch, se separó la fase orgánica, y 
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el solvente fue evaporado bajo corriente de N2 (Giudetti y col., 2005). Luego, se 
resuspendió la muestra en 60 μL de cloroformo y se resolvieron los lípidos por 
cromatografía delgada utilizando heptano: dietil éter: ácido acético en una proporción 
70:30:1. Los lípidos resueltos fueron visualizados con vapor de yodo, y la incorporación 
de acetato radiactivo al colesterol se cuantificó llevando las bandas correspondientes al 
colesterol a líquido de centelleo para luego cuantificar su radioactividad en contador de 
centelleo (1214 RackBeta, Pharmacia). La radiactividad se normalizó a la proteína total 
del lisado celular correspondiente. 
 
3.15. Liberación de H2O2 de mitocondrias aisladas 
Se midió la liberación de H2O2 de mitocondrias aisladas de hepatocitos cultivados y 
transfectados utilizando el kit Amplex Red-horseradish peroxidase assay kit (Promega) 
según ha sido descrito previamente (Muller y col., 2004). Este ensayo utiliza la HRP 
para catalizar la oxidación del Amplex Red, dependiente de H2O2, a su producto 
fluorescente resorufina, detectando solamente la liberación de peróxido de hidrógeno ya 
que el tamaño de la HRP evita que esta ingrese a la mitocondria. Brevemente, se 
agregaron a 50 µg de mitocondrias aisladas, 50 µM del reactivo Amplex Red y 0,1 U/ml 
de peroxidasa en 200 µl de buffer de respiración mitocondrial (Tris HCl 1 mM, manitol 
0,32 M, fosfato inorgánico 8 mM, MgCl2 4 mM, EDTA 0,08 mM, EGTA 1 mM y 
albúmina sérica bovina 0,2 mg/ml, pH 7,4) (Santiago y col., 2008). Los cambios en la 
absorbancia se registraron cada 3 min durante 30 min a 37 ºC a una longitud de onda de 
565 nm en un lector automático de microplacas (Beckman Coulter DTX 880 Multimode 
Detector) con compartimento con control de temperatura. Para cada ensayo, se 
utilizaron pocillos con reactivos o buffer con mitocondrias solamente para estimar la 
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absorbancia de fondo y la tasa de auto-oxidación del Amplex Red. La liberación de 
H2O2 mitocondrial fue determinada en ausencia de sustratos exógenos (Estado 1), y se 
calcularon las pendientes del aumento de absorbancia vs. tiempo. El H2O2 fue 
cuantificado con una curva de concentraciones conocidas de H2O2. 
 
3.16. Tratamiento con MitoTempo 
El mitotempo es un antioxidante dirigido específicamente a mitocondrias. El Tempol es 
un nitróxido de piperidina ampliamente utilizado como antioxidante in vitro e in vivo. 
Sus propiedades antioxidantes se adscriben a la habilidad de estos nitróxidos de 
catalizar la dismutación del superóxido, es decir, de actuar como SOD-miméticos, así 
como de detoxificar formas redox-reactivas de iones de metales de transición (ferroso, 
cuproso, férrico) y de reaccionar directamente con distintos tipos de radicales libres, 
formando aductos con estabilidades y químicas de breakdown variables. El Mitotempo 
es un derivado del mismo dirigido a mitocondrias el cual contiene la unidad Tempol 
conjugada con un motivo lipofílico trifenilfosfonio (TPP) que le permite aumentar su 
afinidad a la absorción en bicapas de fosfolípidos para así atravesar rápidamente las 
membranas biológicas y acumularse varios cientos de veces en mitocondrias (Trnka y 
col., 2008). 
En hepatocitos aislados con sobre-expresión de mtAQP8 se realizaron tratamientos con 
Mitotempo donde se cuantificó la biosíntesis de colesterol (ver detalles del experimento 
en 3.14) y la liberación de H2O2 mitocondrial. Para este último ensayo, 43 h post-
transfección, las células fueron tratadas durante 1 h a 37 ºC con Mitotempo 50 µM 
(Santa Cruz Biotechnology) para finalmente aislar las mitocondrias y realizar el ensayo 
detallado en 3.15. 
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3.17. Análisis estadístico 
Los resultados fueron expresados como la media aritmética ± error estándar. Para la 
comparación entre grupos experimentales se efectuó el análisis de la variancia 






4. Resultados  
4.1. Efecto de la alteración del contenido celular de colesterol en la expresión de 
mtAQP8 
Con el fin de estudiar si la manipulación del contenido celular de colesterol en 
hepatocitos, y la consecuente modulación de su síntesis, tienen un efecto en la 
regulación de la expresión de la mtAQP8, se realizaron estudios tanto de sobrecarga 
como de depleción del contenido de colesterol en la línea celular hepática Huh-7. 
 
4.1.1. Expresión de mtAQP8 en hepatocitos con sobrecarga de colesterol 
La incubación de células Huh-7 con concentraciones crecientes del complejo colesterol/ 
metil-beta-Ciclodextrina resultó en un aumento dosis dependiente del contenido de 
colesterol celular total del 25±6, 62±5 y 92±12% para las concentraciones de colesterol 
32, 64 y 128 µM, respectivamente (Fig. 4.1A). La viabilidad celular evaluada por el 
ensayo de liberación de LDH no fue afectada (Fig. 4.1B). Debido a que una sobrecarga 
de colesterol modula negativamente la expresión de la enzima HMGCR, la misma se 
cuantificó por Western blot como control positivo del efecto del tratamiento. La 
expresión proteica de HMGCR se vio reducida de manera dosis dependiente en un 
19±2, 38±7 y 65±7% respecto del control para los agregados de colesterol 32, 64 y 128 
µM, respectivamente (Fig. 4.1C). En estas condiciones, la expresión de AQP8 analizada 
por Western blot en la fracción mitocondrial también se vio reducida en 
aproximadamente un 18±5, 50±2 y 64±5% respecto del control para los agregados de 





Figura 4.1. Expresión de mtAQP8 en hepatocitos con sobrecarga de colesterol. (A) 
Contenido de colesterol en extractos de fase orgánica de lisados de células Huh-7 incubadas 
durante 8 h en cantidades crecientes del complejo Colesterol:metil-beta-Ciclodextrina 
(colesterol 32, 64 y 128 μM agregados). (B) Curva de liberación al medio de cultivo de la 
enzima LDH para los diferentes agregados de colesterol. (C, D) Western blots representativos 
para HMGCR en fracciones microsomales y mtAQP8 en fracciones mitocondriales y sus 
correspondientes análisis densitométricos en células Huh-7 tratadas con agregados de colesterol 
durante 24 h. Los datos son porcentajes respecto del control y se expresan como la media 
aritmética ± error estándar, n=3; *P<0,05 respecto del control; #P<0,05 respecto de 32 μM; † 
P<0,05 respecto de 64 μM. 
 
Se analizó también la expresión de mtAQP8 mediante inmunofluorescencia confocal 
donde se puede observar un patrón granular citoplasmático compatible con una 
localización mitocondrial. En concordancia con los estudios realizados por Western 
blot, las células tratadas durante 24 h con colesterol 128 μM presentaron una marcada 





Figura 4.2. Inmunofluorescencia confocal de mtAQP8 en células Huh-7 con sobrecarga de 
colesterol. Inmunofluorescencia confocal para mtAQP8 (verde) en células incubadas en 
colesterol 128 mM durante 24 h. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). 
 
Para estudiar si los cambios de expresión de mtAQP8 observados en las células con 
sobrecarga de colesterol son causados por una modulación transcripcional, se 
cuantificaron los ARN mensajeros de HMGCR y mtAQP8 mediante RT-qPCR. Estos se 
encontraron reducidos en 58% y 70% respectivamente, luego de la incubación con 
colesterol 128 μM (Fig. 4.3). 
A continuación, se estudió la expresión del factor de transcripción SREBP-2, el cual es 
clave en el control de la expresión de genes involucrados en el metabolismo hepático 
del colesterol, incluyendo el que codifica HMGCR, y probablemente AQP8 en 
respuesta a cambios en los contenidos de colesterol de las membranas celulares. Como 
era esperado, la expresión de la forma activa de SREBP-2 está marcadamente inhibida 







Figura 4.3. Expresión del ARN mensajero (mARN) de la mtAQP8 en células Huh-7 con 
sobrecarga de colesterol. Expresión del mARN de HMGCR (izquierda) y mtAQP8 (derecha) 
cuantificados por RT-qPCR en células incubadas en medio con colesterol 128 μM durante 8 h. 
Gen de referencia: gliceraldeído 3-fosfato deshidrogenasa. Los resultados son porcentajes 
respecto del control y se expresan como la media aritmética ± error estándar, n≥3; *P<0,05 




Figura 4.4. Expresión del factor nuclear SREBP-2 en células Huh-7 con sobrecarga de 
colesterol. Expresión proteica de la forma nuclear (forma activa) de SREBP-2 en células 
incubadas con colesterol 128 μM durante 6 h. Los datos son porcentajes respecto del control y 





4.1.2. Expresión de mtAQP8 en hepatocitos depletados de colesterol 
Se trataron células Huh-7 con metil-beta-ciclodextrina (mβCD) 2 mM. El tratamiento 
disminuyó los niveles de colesterol celular aproximadamente un 38% (Fig. 4.5A). En 
estas condiciones la viabilidad celular evaluada por el ensayo de liberación de LDH no 
fue afectada (Fig 4.5B).  
 
 
Figura 4.5. Expresión de mtAQP8 en hepatocitos con depleción de colesterol (A) Contenido 
de colesterol en extractos de fase orgánica de lisados de células Huh-7 incubadas durante 8 h en 
mβCD 2 mM (Control: 100%, mβ-CD: 64±2%; *P<0,05 respecto del control) (n=3). (B) Curva 
de liberación al medio de cultivo de la enzima LDH. (C, D) Western blots representativo para 
HMG-CoA R y mtAQP8 en fracciones microsomales y sus correspondientes análisis 
densitométricos en muestras de células Huh-7 tratadas con mβ-CD 2 mM durante 24 h. Los 
datos son porcentajes respecto del control y se expresan como la media aritmética ± error 





La depleción de colesterol aumentó significativamente (+370%) los niveles proteicos de 
la enzima HMGCR cuantificados por Western blot (Fig. 4.5C). En estas condiciones la 
expresión de mtAQP8 también se vio aumentada en aproximadamente un 70% (Fig. 
4.5D). 
 
Los estudios de expresión mediante inmunofluorescencia confocal mostraron 
aumentada fluorescencia en las células depletadas de colesterol (Fig. 4.6). 
 
Figura 4.6. Inmunofluorescencia confocal de mtAQP8 en células Huh-7 con sobrecarga de 
colesterol. (A) Inmunofluorescencia confocal para mtAQP8 (verde) en células incubadas con 
mβCD 2 mM durante 24 h. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul).  
 
En la figura 7 se muestra la expresión del mARN de HMGCR, la cual se encontró 
aumentada en un 680%, como así también la expresión del mARN de AQP8 que 






Figura 4.7. Expresión del mensajero de la mtAQP8 en células Huh-7 depletadas de 
colesterol. Expresión del mARN de HMGCR (izquierda) y mtAQP8 (derecha) cuantificados 
por RT-qPCR en células incubadas con mβCD 2 mM durante 8 h. Gen de referencia: gliceral-
deído 3-fosfato deshidrogenasa. Los datos son porcentajes respecto del control y se expresan 
como la media aritmética ± error estándar, n=3; *P<0,05 respecto del control. 
 
Por último, se estudió la expresión de la forma activa de SREBP-2, la cual se encontró 
aumentada en un 100 % en las células tratadas con mβCD (Fig. 4.8). 
 
Figura 4.8. Expresión del factor nuclear SREBP-2 en células Huh-7 depletadas de 
colesterol. Expresión proteica de la forma nuclear (forma activa) de SREBP-2 en células 
incubadas con con mβCD 2 mM durante 6 h. Los datos son porcentajes respecto del control y se 




4.2. Efecto de la manipulación de la expresión de mtAQP8 sobre la biosíntesis de 
colesterol 
La evidencia experimental mostrada sugiere que en los hepatocitos, el colesterol, vía 
SREBP-2, regula transcripcionalmente la expresión de la mtAQP8 como lo hace con sus 
enzimas biosintéticas (ej. HMGCR). Sobre esta base, decidimos indagar un posible rol 
de la AQP8 per se en la colesterogénesis realizando experimentos in vitro tanto de 
knockdown como de incremento de la expresión de la mtAQP8. 
 
4.2.1. Efecto del knockdown de mtAQP8 sobre la biosíntesis del colesterol en 
hepatocitos 
Se transfectó la línea celular Huh-7 con siRNAs específicos contra AQP8 humana. 
Transcurridas 24 h, la expresión de mtAQP8 no fue afectada (Fig. 4.9, izquierda), por el 
contrario, 48 h post-transfección, las células mostraron un descenso de la expresión 
proteica de mtAQP8 de aproximadamente un 70% (Fig. 9, derecha). 
 
Por su parte, la síntesis de novo de colesterol no fue afectada a las 24 h post-
transfección (Fig. 4.10, izquierda), pero si a las 48 h, donde se observó una inhibición 
del 35-50% (Fig. 4.10, derecha). La viabilidad celular, medida por la liberación al 






Figura 4.9. Knockdown de mtAQP8 en células Huh-7. Western blot representativo para 
mtAQP8 (28 kDa) en fracciones mitocondriales de células Huh-7 incubadas durante 24 y 48 h 
con dos siRNA específicos para el mRNA de AQP8 humana (siRNA1 y 2) y un siRNA control 
que posee la secuencia nucleotídica del siRNA1, pero con una disposición al azar (SCR). Se 
utilizó la proteína mitocondrial Prohibitina como control de carga. Los resultados son 
porcentajes respecto del SCR y se expresan como la media aritmética ± error estándar, n≥3; 
*P<0,05 respecto de SCR. 
 
 
Figura 4.10. Efecto del knockdown de mtAQP8 en la biosíntesis de colesterol en células 
Huh-7. Biosíntesis de novo de colesterol en células Huh-7 incubadas durante 24 y 48 h con dos 
siRNA específicos para el mRNA de AQP8 humana (siRNA1 y 2) y un siRNA control que 
posee la secuencia nucleotídica del siRNA1, pero con una disposición al azar (SCR). Los 
resultados son porcentajes respecto del SRC y se expresan como la media aritmética ± error 





Figura 4.11. Efecto del knockdown de mtAQP8 sobre la liberación al medio de la enzima 
LDH en células Huh-7. Liberación al medio de LDH en células Huh-7 incubadas durante 24 y 
48 h con dos siRNA específicos para el mRNA de AQP8 humana (siRNA1 y 2) y un siRNA 
control que posee la secuencia nucleotídica del siRNA1, pero con una disposición al azar 
(SCR). Los resultados son porcentajes respecto del SCR y se expresan como la media aritmética 
± error estándar, n≥3. 
 
En forma coherente con los resultados obtenidos en la biosíntesis de colesterol, la 
expresión proteica de HMGCR, como aquella de SREBP-2, se encuentran reguladas 
negativamente en aproximadamente un 40 y 50%, respectivamente en las células con 
knockdown de mtAQP8 (Fig. 4.12). 
De la misma manera, se transfectaron hepatocitos aislados de rata con siRNAs 
específicos para AQP8 de rata. Se obtuvieron resultados similares a los observados en la 
línea celular Huh-7. En la Fig. 4.13 se muestra que el knockdown de mtAQP8 se 





Figura 4.12. Efecto del knockdown de mtAQP8 en la expresión proteica de HMGCR y 
SREBP-2. Western blot representativo para HMGCR y SREBP-2 provenientes de células Huh-
7 sometidas a knockdown de mtAQP8 y sus correspondientes análisis densitométricos 
relativizados a β-actina. Los resultados son porcentajes respecto del SCR y se expresan como la 
media aritmética ± error estándar, n=3; *P<0,05 respecto de SCR. 
 
 
Figura 4.13. Knockdown de mtAQP8 en hepatocitos de rata en cultivo primario. Western 
blot representativo para mtAQP8 (28 kDa) en fracciones mitocondriales de hepatocitos de rata 
incubadas durante 24 y 48 h con dos siRNA específicos para el mRNA de AQP8 rata (siRNA1 
y 2) y un siRNA control que posee la secuencia nucleotídica del siRNA1, pero con una 
disposición al azar (SCR). Se utilizó la proteína mitocondrial Prohibitina como control de carga. 
Los resultados son porcentajes respecto del SRC y se expresan como la media aritmética ± error 




Así mismo, la biosíntesis de colesterol disminuyó aproximadamente un 70 y un 50% 
respectivamente para los siRNA1 y 2 a las 48 h de transfección de los hepatocitos sin 
detectarse cambios a las 24 h (Fig. 4.14). La viabilidad celular, medida por el ensayo de 
liberación de LDH al medio, no fue afectada (Fig. 4.15). 
 
Figura 4.14. Efecto del knockdown de mtAQP8 en la biosíntesis de colesterol en 
hepatocitos de rata. Biosíntesis de novo de colesterol en hepatocitos de rata incubados durante 
24 y 48 h con dos siRNA específicos para el mRNA de AQP8 de rata (siRNA1 y 2) y un siRNA 
control que posee la secuencia nucleotídica del siRNA1, pero con una disposición al azar 
(SCR). Los resultados son porcentajes respecto del SCR y se expresan como la media aritmética 






Figura 4.15. Efecto del knockdown de mtAQP8 sobre la liberación al medio de la enzima 
LDH en hepatocitos de rata. Liberación al medio de LDH en hepatocitos de rata incubados 
durante 24 y 48 h con dos siRNA específicos para el mRNA de AQP8 de rata (siRNA1 y 2) y 
un siRNA control que posee la secuencia nucleotídica del siRNA1, pero con una disposición al 
azar (SCR). Los resultados son porcentajes respecto del SCR y se expresan como la media 




4.2.2. Efecto de la sobre-expresión de mtAQP8 sobre la biosíntesis del colesterol en 
hepatocitos 
La transferencia génica de AQP8 humana en hepatocitos vía el vector AdhAQP8, 
resultó en un marcado aumento en la expresión proteica de mtAQP8 (de 3 a 5 veces, 
aproximadamente) a las 48 h (Fig. 4.16, izquierda) sin afectar la viabilidad celular 
medida por el ensayo de liberación al medio de LDH (Fig. 4.16, derecha). 
 
Figura 4.16. Sobre-expresión de mtAQP8 en cultivo primario de hepatocitos de rata. 
Western blot representativo para mtAQP8 en la fracción mitocondrial (izquierda), y curva de 
liberación al medio de cultivo de la enzima LDH (derecha) para hepatocitos con (+) o sin (-) 
sobre-expresión de mtAQP8. Se utilizó la proteína mitocondrial Prohibitina como control de 
carga. 
 
La biosíntesis de colesterol se encontró aumentada significativamente en un 70 % en los 
hepatocitos con sobre-expresión de mtAQP8 (Fig. 4.17). 
 
En acuerdo con este aumento en la biosíntesis de colesterol, la expresión proteica de 
HMGCR como aquella de SREBP-2, fueron reguladas positivamente (260 y 750%, 





Figura 4.17. Efecto de la sobre-expresión de mtAQP8 en la biosíntesis de colesterol. 
Biosíntesis de novo de colesterol en hepatocitos con (+) y sin (-) sobre-expresión de mtAQP8. 
Los resultados son porcentajes respecto del control y se expresan como la media aritmética ± 
error estándar, n=4; *P<0,05 respecto de AdhAQP8 (-). 
 
Figura 4.18. Efecto de la sobre-expresión de mtAQP8 en la expresión proteica de HMGCR 
y SREBP-2. Western blot representativo para HMGCR y SREBP-2 provenientes de hepatocitos 
con (+) y sin (-) sobre-expresión de mtAQP8 y sus correspondientes análisis densitométricos 
relativizados a β-actina. Los resultados son porcentajes respecto del control y se expresan como 







4.3. Rol del peróxido de hidrógeno mitocondrial en la regulación de la biosíntesis de 
colesterol 
Sobre la base de nuestra hipótesis decidimos evaluar si la mtAQP8, funcionando como 
peroxiporina, regula la liberación del peróxido de hidrógeno mitocondrial, y así, a través 
de esta molécula señal interviene en la modulación de la biosíntesis de colesterol. 
 
4.3.1. Efecto de la manipulación de la expresión de mtAQP8 sobre la liberación de 
peróxido de hidrógeno mitocondrial 
A fin de evaluar si el silenciamiento de mtAQP8 por ARN de interferencia podría 
afectar la liberación mitocondrial de H2O2, se utilizaron mitocondrias aisladas 
provenientes de un cultivo de hepatocitos de rata luego de 48 h de haber sido 
transfectados con siRNA1, siRNA2 o SCR como sustrato acoplado al sistema de 
Amplex Red-HRP. Las mitocondrias aisladas provenientes de hepatocitos sometidos a 
knockdown de mtAQP8 (siRNA 1 y 2) mostraron una curva de liberación de H2O2 
menos pronunciada (50% aproximadamente) que las provenientes de hepatocitos 
controles (SCR) tal como lo refleja el ajuste de sus pendientes (fig. 4.19). 
 
Por otro lado se evaluó la liberación de H2O2 en mitocondrias aisladas de hepatocitos de 
rata transfectados 48 h con el vector AdhAQP8. Las mitocondrias aisladas provenientes 
de hepatocitos con sobre-expresión de mtAQP8, mostraron un aumento significativo de 








Figura 4.19. Liberación de H2O2 en mitocondrias aisladas de hepatocitos con knockdown 
de AQP8. Izquierda: liberación de H2O2 en función del tiempo en mitocondrias aisladas de 
hepatocitos con knockdown de AQP8. Los datos corresponden a uno de dos experimentos 
independientes con resultados similares. Derecha: pendiente de liberación mitocondrial de H2O2 
correspondiente al ajuste lineal de los datos mostrados a la izquierda. 
 
 
Figura 4.20. Liberación de H2O2 en mitocondrias aisladas de hepatocitos con sobre-
expresión de AQP8. Izquierda: liberación de H2O2 en función del tiempo en mitocondrias 
aisladas de hepatocitos tratados con AdhAQP8 (+) o controles (-). Derecha: pendientes de 
liberación mitocondrial de H2O2 provenientes del ajuste lineal de las curvas de liberación en el 
tiempo. Los resultados son porcentajes respecto del control y se expresan como la media 






4.3.2. Efecto del Mitotempo sobre la liberación del mtH2O2 
Para profundizar en el rol del peróxido de hidrógeno mitocondrial como señalizador en 
la regulación de la biosíntesis de colesterol se utilizó el antioxidante específico de 
mitocondrias Mitotempo. Inicialmente, evaluamos si el Mitotempo tenía la capacidad de 
inhibir la liberación de peróxido de hidrógeno mitocondrial. Observamos que se previno 
el aumento en la liberación de H2O2 inducido por la sobre-expresión de mtAQP8 en 
hepatocitos (Fig. 4.21), sin provocar cambios en la expresión de mtAQP8 (Fig. 4.22, 
izquierda). La viabilidad celular medida por el ensayo de liberación de LDH al medio 
no fue afectada (Fig. 4.22, derecha). 
 
 
Figura 4.21. Efecto del Mitotempo sobre la liberación de H2O2 mitocondrial de hepatocitos 
con sobre-expresión de AQP8. Izquierda: liberación de H2O2 en el tiempo en mitocondrias 
aisladas de hepatocitos tratados con AdhAQP8 (+) o controles (-) y con Mitotempo (+mT). Los 
datos corresponden a uno de tres experimentos independientes con resultados similares. 
Derecha: pendientes de liberación mitocondrial de H2O2 provenientes del ajuste lineal de las 
curvas de liberación en el tiempo. Los resultados son porcentajes respecto del control y se 







Figura 4.22. Sobre-expresión de mtAQP8 en hepatocitos tratados con Mitotempo. Western 
blot representativo para mtAQP8 en la fracción mitocondrial (izquierda) y curva de liberación al 
medio de cultivo de la enzima LDH (derecha), para hepatocitos con expresión endógena (-) o 
con sobre-expresión inducida por AdhAQP8 (+) y que fueron tratados (+) o no (-) con 
Mitotempo. Se utilizó la proteína mitocondrial Prohibitina como control de carga. 
 
4.3.3. Efecto del Mitotempo sobre la biosíntesis de colesterol 
En base a estos resultados analizamos si el tratamiento con Mitotempo y su consecuente 
disminución de la liberación del H2O2 hacia el citosol, tendría efectos en la regulación 
de la biosíntesis de colesterol. Para ello se realizó un ensayo de biosíntesis de novo del 
colesterol en hepatocitos con sobre-expresión de mtAQP8. En estas condiciones el 
aumento de la biosíntesis de colesterol inducido por sobre-expresión de mtAQP8 (Fig. 





Figura 4.23. Efecto del Mitotempo sobre la biosíntesis de colesterol en hepatocitos con 
sobre-expresión de mtAQP8. Biosíntesis de novo de colesterol en hepatocitos tratados con 
AdhAQP8 (+) o controles (-), y con (+) o sin (-) Mitotempo. Los resultados son porcentajes 
respecto del control y se expresan como la media aritmética ± error estándar, n=4; *P<0,05 
respecto de AdhAQP8 (-) Mitotempo (-). 
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5. Discusión y Conclusiones 
La principal contribución del presente trabajo de Tesis se relaciona con la relevancia 
funcional del transporte mitocondrial del peróxido de hidrógeno facilitado por la 
mtAQP8 durante el proceso de regulación de la colesterogénesis hepática. 
 
5.1. El colesterol regula la expresión de la mtAQP8 en hepatocitos 
Usando células hepáticas humanas, encontramos que (i) la sobrecarga de colesterol 
disminuyó la expresión a nivel proteína y mensajero de mtAQP8; (ii) la depleción de 
colesterol aumentó la expresión a nivel proteína y mensajero de mtAQP8. Esto 
concuerda con lo descripto por trabajos iniciales que utilizaron microarray de 
oligonucleótidos en donde se reportó una regulación negativa de AQP8 en ratones 
alimentados con dietas ricas en colesterol. Uno de estos trabajos (Maxwell y col., 2003), 
informa que en ratones sometidos a dieta con alto contenido de colesterol, se reprime la 
expresión génica del ARNm de la AQP8 en forma coordinada con la de las enzimas 
claves de la biosíntesis hepática del colesterol. Otro estudio utilizó ratones sometidos a 
dieta aterogénica (compuesta de la sal biliar colato, triglicéridos y colesterol) y observó 
que solo la remoción del colesterol de la dieta normaliza la disminuida expresión del 
ARNm de la AQP8 (Vergnes y col., 2003). Más recientemente, un estudio sugirió a la 
AQP8 como un gen relacionado al metabolismo hepático del colesterol (Williams y col., 
2016). Dicho trabajo utiliza un nuevo enfoque en el análisis de datos el cual hace uso no 
solo de datos de expresión de mensajeros provenientes de microarrays, sino también del 
análisis genómico, proteómico y metabolómico realizado en ratones sometidos a dieta 
hipercolesterolémica. Cabe destacar que los estudios proteómicos de dicho trabajo 
fueron realizados directamente sobre mitocondrias aisladas. 
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Otro de los trabajos iniciales que utilizaron la técnica de microarray fue realizado en 
ratones transgénicos con sobre-expresión del factor de transcripción SREBP-2 o del 
SREBP-1a (Horton y col., 2003). Se informa aumentado el ARNm de AQP8 
coordinadamente con el de las enzimas de la colesterogénesis  
Sumado a esto, el análisis del gen de la AQP8 humana, como así también murina, arroja 
la presencia putativa de elementos de respuesta a esteroles a los cuales se unen los 
factores SREBP dentro de su región promotora [de SABiosciencesproprietarydatabase 
(DECODE, DECipherment of DNA Elements)]. 
El colesterol en los hepatocitos es conocido por activar o reprimir sus genes 
biosintéticos mediante factores de transcripción SREBP. Otro factor de transcripción 
clave relacionado con el colesterol, es el LXR, el cual participa en el metabolismo del 
colesterol controlando principalmente genes implicados en su excreción y en su 
transformación a ácidos biliares (Maxwell y col., 2003; Ye and DeBose-Boyd, 2011). 
Sin embargo, contrariamente a los SREBP, los agonistas del LXR no modifican la 
expresión hepática de HMGCR ni otros genes de la biosíntesis de colesterol, como así 
tampoco aquella del mRNA de AQP8 (Maxwell y col., 2003). 
Nuestros resultados, sumados a los publicados por otros laboratorios, sugieren que el 
colesterol regula transcripcionalmente la expresión hepática de la mtAQP8 a través de 
factores SREBP, y que esta regulación sería de manera coordinada con la activación o 
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5.2. Rol de la mtAQP8 en la regulación de la biosíntesis de colesterol 
Se estudió el papel de la mtAQP8 en la síntesis del colesterol en el hepatocito. Esta 
Tesis aporta la siguiente evidencia experimental: (i) El knockdown de la mtAQP8 
disminuyó la síntesis de colesterol y las expresiones de las proteínas SREBP-2 y 
HMGCR; (ii) la sobre-expresión de la mtAQP8 aumentó la síntesis de colesterol y las 
expresiones de las proteínas SREBP-2 y HMGCR; (iii) la sobre-expresión de mtAQP8 
provocó un incremento en la liberación mitocondrial del H2O2; (iv) el antioxidante 
mitocondrial Mitotempo previno el aumento de la liberación mitocondrial de H2O2 y de 
la biosíntesis de colesterol en las células con sobre-expresión de mtAQP8. Estas 
observaciones sugieren que mtAQP8, vía el H2O2 derivado de las mitocondrias, juega 
un papel en la colesterogénesis controlada por SREBP en los hepatocitos. 
La disminución de la expresión de mtAQP8 en células derivadas de hepatocitos 
humanos (Marchissio y col., 2012), junto con el presente estudio en hepatocitos de rata 
con knockdown o sobre-expresión de mtAQP8, indican que mtAQP8 facilita la 
liberación difusional del H2O2 a través de la membrana mitocondrial del hepatocito. La 
señalización mediante el H2O2 originado en las mitocondrias está implicado en diversas 
rutas metabólicas (Leloup y col., 2011; Sies, 2014) y, según lo sugerido por nuestros 
resultados, puede estar también implicado en la biosíntesis de colesterol hepático. En 
consonancia con esto, las células hepáticas expuestas a bajos niveles de H2O2 muestran 
activación de SREBP y aumentada síntesis de colesterol (Giudetti y col., 2013; Seo and 
Shin, 2017). Llamativamente, la insulina, hormona colesterogénica, es capaz de 
estimular la generación y liberación del H2O2 mitocondrial hepático (Pomytkin, 2012) y 
por lo tanto, podría estar involucrada una señalización redox mitocondrial en la 
inducción de la biosíntesis de colesterol hepática generada por la insulina. 
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En la línea celular no hepática HeLa, se ha demostrado que la AQP8 de membrana 
plasmática facilita el flujo difusivo de H2O2 generado por la NOX y que este participa 
en las vías de señalización mediadas por tirosin-kinasas (Bertolotti y col., 2013). En 
hepatocitos, además de su localización mitocondrial, AQP8 se expresa en el dominio 
canalicular de la membrana plasmática y por lo tanto, no podría involucrarse en la 
asimilación de H2O2 generado por proteínas NOX las cuales están ubicadas en el 
dominio sinusoidal de la membrana plasmática. Por otro lado, cabe mencionar que los 
hepatocitos de rata en cultivo primario pierden progresivamente la expresión proteica de 
diferentes transportadores ubicados en membrana plasmática, incluida la AQP8. Por lo 
tanto, contrariamente a lo que sucede con la expresión proteica de mtAQP8, la cual 
permanece estable en el tiempo, la expresión de la AQP8 de membrana plasmática 
decae a partir de las 24 h de cultivo llegando a ser casi indetectable luego de 72 h, que 
es el tiempo de cultivo necesario para nuestros experimentos de knockdown (Soria y 
col., 2013). Por lo tanto el cultivo primario de hepatocitos es particularmente útil en 
estudios de mtAQP8. 
Sin embargo, los hepatocitos transducidos con AdhAQP8 expresan una fracción de 
hAQP8 en membrana plasmática. Por ello, probamos una eventual contribución de 
proteínas NOX en la colesterogénesis aumentada por la sobre-expresión de hAQP8 
utilizando el inhibidor general de NOX, apocynina (Reinehr y col., 2005). Observamos 
que la biosíntesis de colesterol, tanto basal como inducida por hAQP8, no fue alterada 
significativamente por la apocynina (datos no mostrados). Aunque deberían ser 
realizados más experimentos, este resultado sugiere que las proteínas NOX del 
hepatocito no juegan un rol crítico en la colesterogénesis inducida por hAQP8. 
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Por otro lado, la mtAQP8 hepática puede facilitar la captación mitocondrial del 
amoníaco y su metabolismo en urea (Soria y col., 2010, 2013 y 2014). Se ha sugerido 
que en hígado, la ureagénesis y el metabolismo lipídico juegan roles interactivos 
(Madiraju y col., 2016). Sin embargo, al presente, no hay estudios que relacionen la 
ureagénesis derivada del amoníaco con la síntesis del colesterol. Con el fin de obtener 
una idea del impacto del transporte de amoníaco mediado por mtAQP8 y su 
metabolización a urea en la biosíntesis de colesterol, se incubaron hepatocitos en 
presencia de amoníaco en concentraciones de conocida inducción de la ureagénesis 
(Soria y col., 2013). Bajo estas condiciones, la síntesis de novo de colesterol ya sea 
basal o inducida por la sobre-expresión de mtAQP8, no fueron alteradas 
significativamente (datos no mostrados). Estos datos, junto con el hecho de que en 
células con sobre-expresión de mtAQP8 el Mitotempo inhibió la liberación de H2O2 y la 
biosíntesis de colesterol pero no la ureagénesis derivada de amoníaco (datos no 
mostrados), sugieren que la mtAQP8 jugaría un rol en la biosíntesis de colesterol 
trabajando como peroxiporina y no como amoníacoporina. 
 
Se ha demostrado que el H2O2 derivado de las mitocondrias puede activar los miembros 
de la familia MAP-Kinasa hepáticas mediante la inhibición de fosfatasas inactivadoras 
de MAPKs (Nemoto y col., 2000; Fang y col., 2004; Kamata y col., 2005; Pallottini y 
col., 2007; Hanawa y col., 2008). Por otro lado, los SREBP son blancos de las MAPKs 
y la fosforilación por MAPK de estos factores de transcripción conduce a un aumento 
en su actividad (Kotzka y col., 2000 y 2012). Así, podría ser posible la implicancia de 
una vía de señalización mtAQP8-H2O2-MAPK en la colesterogénesis controlada por 
SREBP. Se necesitan futuros estudios de señalización para esclarecer esta posible vía. 
En este sentido, resultados preliminares obtenidos durante esta Tesis mostraron que en 
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hepatocitos con sobre-expresión de mtAQP8 existiría activación por fosforilación al 
menos para las MAPKs ERK: +65±14% (relación ERK fosforilada/ERK total) respecto 
del control; n=2 y JNK: +156±5% (relación JNK fosforilada/JNK total) respecto del 
control; n=2. 
 
Basado en nuestras observaciones, proponemos que cuando el colesterol celular del 
hepatocito disminuye; la consecuente activación de SREBP-2 conduce a la regulación 
en alza de la expresión de enzimas colesterogénicas clave (por ejemplo, HMGCR), 
como así también de la peroxiporina mtAQP8. La liberación mitocondrial de H2O2 
facilitada por mtAQP8 promovería una retroalimentación positiva que induce la 
expresión de SREBP-2 y consecuentemente la síntesis de colesterol. Cuando el 
contenido de colesterol del hepatocito incrementa, la transcripción de genes de respuesta 
a SREBP-2 (es decir, enzimas colesterogénicas y mtAQP8) cesaría (Fig. 5.1). 
 




Figura 5.1. Mecanismo propuesto de interacción entre la peroxiporina mtAQP8 y la 
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